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　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Su皿皿ary
　　　Basic　radioimmunoassay　studies　of　pancreatic　glucagon　in　plasma　were　carried　out　and　the　assay
system　thus　obtained　was　used　for　the　determination　of　plasma　glucagon　concentration　in　subjects　with
dial〕etes　皿ellitus　and．1iver　disorder　clinically　and　experi皿entally．
　　　The　results　obtained　were　as　follows：
　　　1）1ロorder　to　obtain　labelled　glucagon　with　a　minimal　da皿aged　fraction，　it　was　noted　that　extremely
mild　Iabelling　conditions　were　necessary．
　　　2）Pure　1251－glucagon　which　sati．sfactorily　bound　to　glucagon　antibodies（30　K，　Unger’s　Foundation）
were　obtained　by　repuri丘cation　using　microfine　silica（Ωuso　G－32）．
　　　3）Asensitive　and　reproducible　radioimmunoassay（RIA）system　was　thus　established　by　use　of
polyethyleneglycol　fQr　the　separation　of　antibody－bound　horm．one　from　the　free　hormone．
　　　4）The　RIA　system　was　applied　to　the　examination　of　plasma　glucagon，　and　signi丘cant　elevations
in　the　fasting　state　and　higher　reactive　responses　after　ad孤inistration　of　arginine　were　observed　in
patients　with　diabetes　mellitus　and　w．ith　liver　disorder，　compared　with　those　in　normal　controls．
　　　5）Animal　experiments　were，　at　the　sa孤e　time，　carτied　out　on　streptozQtocin　induced　diabetic　rats
and　rats　with　liver　damage　induced　by　CCI．4　administration，　and　the　sarne　changes　in　plasma　glucagon
levels　were　found　in　these　rats．
　　　Discussions　were　made　on　the　mechanis皿of　the　abnQrma11y　increased　plasm包91ucagon　Ievels　in　fast－
ing　state　and　the　hyperresponsiveness　to　argi頁ine　in　subjects　with　diabetes　mellitus　and　liver　disordeL
　　　　　　　　　　　　　　　　緒　　　言
　　グルカゴンのradioimmunoassay（RIA）は1959年
Ungerら1）によって初めて開発されたが，抗体産生の困
難性や膵グルカゴンと腸管由来のグルカゴン様物質（glU－
cagon－like　i皿munoreactivity：GLI）との交叉反応があ
るために膵グルカゴンのみを分別測定する．ことが出来な
かった．
　　しかしその後GLIとの交叉反応がほとんど認められな
い膵グルカゴン特異抗体が作製され2β），本邦においても最
近これらの抗体を用いて糖尿病をはじめ種々の病態におけ
る膵α細胞機能の問題が論ぜられるようになった．
　　グルカゴンのRIAは他のホルモンとは異り，実施上特
に困難性を伴うと言われていたが，著者らは前述の膵グル
カゴン特異抗体を用いてグルカゴンのRIA法を確立し，
一．汾ｫ糖尿病，および二次性糖尿病との間に密接な関係下
にある肝疾患について，臨床的ならびに実験的に血中膵グ
ルカゴン動態を追究した．
A．グルカゴンのradioimmUnOassavに関する
基礎的研究
　　　　　　　　　　　　　　　実験方法
　　　　　1．1251一標識グルカゴンの作製に関する検討
（1）グルカゴンのrad三〇iodinatio且
　既報4）のごとく，Hunterらのchloramin　T法により
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グルカゴンの125Rこよる標識を行った．すなわちFig．1
に示すごとく，結晶ウシーブタ・グルカゴン（Eli　Lilly　Co．）
5μgに標識用Na　1251（Amersham　Radiochemical　Cen－
tre）1mCiを加え，直ちにchloramin　Tを添加して反応
を開始し，一定時間後にsodium　metabisulfite　60μgで
反応を止める。次いで1％human　albumin（Miles　Lab．，
fraction　V）100μ6を加えて標識を終了する．この反応液
をsephadex　G－10（1×25　cm，　Pharmacia　Fine　Chemi－
cals　Inc．）カラムで02　M　glycine　bu任er（pH　8．8）を用
いてeluateし，1m4ずつ分画した最：初の放射活性ピーク
を1251一グルカゴンとして用いた．
Gl稽on　l5μg110μ1・位02NHCI）　5μ9
Na－　1　｛lmci150μ1，0．5MPhosphate　buffer　pH　7．5）
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　lmci
ChioraminT　（10mgllO　ml，0．　I　M　Phosphate　buffer　pH　7，5）
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　20μ9
を加えて洗浄し，ethanol－0．5　N　HCIを加えて1251一グルカ
ゴンを抽出した．
（3）Hydrodyha血ic　now　e1㏄trophoresis
　得られた1251一グルカゴンの純度検定にはBersonら7）に
従いhydrodynamidowを行った．すなわち，Whatman
3MM濾紙を用い，　Veronal　bu任er（pH　8．6，μ＝0．075）で
約1時間泳動後濾紙を1cmの間隔で切断してγ一counter
でその放射活性を測定した．
　以上各項の条件設定の過程については次の成績の項にお
いて述べる．
2．Polyethyleneglyco1を用いるF／B分離法・
　その他の測定条件の検討
Sodiummetabisulfite
　〔12mgllO　ml，0．1MPhosphate　bu「fer　pH　7。5｝　60μg
1％Humanalbumin　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　lOOμ【
Sephadex　G－10　　Coiumn｛1×25　cm）
　　　125　　　　1－GIucagonPurified
Fig．1　Preparation　of　1251－labelled　glucagon．
（2）Micro丘ne　silica（Quso　G－32）による標識
　　グルカゴンの再精製
　Sephadex　G－10カラムで分画した1251一グルカゴン中に
はいわゆるdamaged　fractionが種々の比率で含まれて
いることから，これを除くために別報5）のごとくHolohan
ら6）の皿icro五ne　silica（Ωuso　G－32，　Dainabot　Ltd．1
を用いて1251一グルカゴンの再精製を行った．すなわち
sephadex　G－10カラムで精製した1251一グルカゴン分画
1m4に0．2　M　glycine　bu旋r（pH　8．8）3m6を加え，次い
でΩuso　G－32を添加して十分に混和後，4。C，3000　r・p・m・
で15分間遠沈して上清をすてる．さらに同buffer　2　m4
　結合型グルカゴン（B）と遊離型グルカゴン（F）との分離
法に関しては他のペプタイド・ホルモンと同様に各種の方
法が利用されているが，いずれも一長：一短を示している．
　今回著者らはF／B分離法としてDesbuquoisら8）の
polyethyleneglycol（PEG）を用いる方法をグルカゴンの
RIAに応用し，　F／B分離のための条件に関連してその基
礎的な検討を行った．すなわち，0．2Mglycine　bu旋r
（pH　8．8，0．25％human　albumin，1％normal　sheep
serumを含む）0．1　m4，　Trasylo10．1　m6（1000　U，　Bayer
Ltd．），標準グルカゴン溶液あるいは検体（血漿）0．1　m4，膵
グルカゴン抗体0．1m6（30　K，　R．　H．　Unger’s　Lab．，ある
いはK964，　Novo　Res．　Ins．）および1251一グルカゴン0．1
m4（2500～3000　c．p．m．：25～30　pg）を加え，4。Cで72時
間反応させた．反応終了後総カウント（T）を測定し，次い
で5倍稀釈血清0．5m4を加えて全量を1．Om4とする．こ
れに0．2Mglycine　buffer（pH　8．8）で溶解した氷冷25％
PEGを加えて十分に混和する．30分間氷水中に静置後
4。Cで3000　LP．m．，30分間遠沈し，上清をdecantatio11
によってすてた後，沈渣のカウント（B）を測定した．測定
は自動well型γ一counterで行った・
　次いで30K抗体あるいはK964抗体を用いて反応時間
を検討し，その標準曲線を求めると共に，再現性・回収率
についての基礎的吟味を施して最終的なRIA法の設定を
はかった．
実験成績
1．エ251一標識グルカゴン作製の諸条件について
（1）Chloramin　T添加量の検討
　比放射能の高い標識グルカゴンを得るためにはchlo－
ramin　Tの添加量が大きく影響するところがら，まずその
検討を行った．
前述の方法によりchloramin　Tをそれぞれ10，20，
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40μ9添加して20秒間反応させ，sephadex　G－10カラム
で分画後のピーク部分につきhydrodynamic且owを行
った．
　泳動後のdamaged　fractionの含有率をみると，　Fig．2
に示すごとく，chloramin　T　10μgと20μgでは，それぞ
れ30．0％および28．3％と差異を認めないが，40μg添加で
は41．9％に増加を示した．このことはchloramin　T添加
量がdamaged　fractionの含有率に明らかに影響するこ
とを示す．したがってその添加量は20μgとした．
（2）Chloramin　Tとの反応時間の検討
　次いでchloramin　T　20μg添加時の反応時間10，20，30
秒のそれぞれについて同様の検討を加えた．
　Fig．3に示すごとく，反応時間の延長につれてdamaged
fractionの含有率はそれぞれ14．2，162，および20．1％と
次鋤こ増加した．したがって反応時間は15～20秒の間に
とどめることとした．これまでの段階における分画1251一グ
ルカゴンの比放射能は100～1601nCi／mgである．
（3＞QUso　G－32による標識グルカゴンの再精製に
　関する検討
　前述のごとく，sephadex　G－10カ日ムを用いる精製法
のみでは，得られた1251一グルカゴン中にかなりの割合で
damaged　fractionが含まれることがさけられないため，
Ωuso　G－32による再精製を試みた．
　Fig．4は，（a）再精製前，（b）Ωuso　G－32を加えて遠沈
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　　　　　　befQre　and　after　repuri丘cation　byΩuso　G－32．
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後の上清，（c）ethano1－HCIで抽出した1251一グルカゴンの
hydrodynamic且owの成績をそれぞれ示した．すなわち，
damaged　fracdonは9uso　G－32の吸着をうけることが
少ないため上清に残り，ethano1－HCIで抽出後の1251一グ
ルカゴンに含まれるdamaged　fractionの比率は常に数
％以内に限られることが明らかにされ，したがって本法の
再精製への応用は極めて効果的と考えた．
（4）QUso　G－32による再精製条件に関する検討
　Ωuso　G－32を用いる再版製法がintactな125工一グルカゴ
ンを得る方法として有効であることが判明したので，以下
再精製のための諸条件について検討を行った．
　まずΩuso　G－32添加時の温度条件の上では室温と氷冷
下で差異を認めず，吸着時間も1～30分間でその吸着率に
変化を認めなかった．Ωuso　G－32の添加量は5，10，201ng
でみると，添加量増加と共にその吸着率も上昇した．
　Ωuso　G－32への吸着には蛋白濃度が強い影響を与える
ことから，蛋白（血漿）を添加してその影響をみると，添
加する血漿の最終濃度が増すにつれて吸着率は次第に減少
した．蛋白を含まぬ0．2Mglycine　bu旋r（pH　8．8）のみ
では80％程度の吸着率を示した．Ωuso　G－32からの1251一
グルカゴンの抽出にはethano1－HC1を用いたが，これに
より80～90％の125工一グルカゴンが抽出された．このさい
ethano1－HC1の容量比を3：1，2：1，1＝1，1：2と変化させ
ても，またHCI濃度を0．05～1．00　Nの範囲内で変化させ
ても抽出率の変化は認めなかった．
　以上の点から再精製操作は一応低温下（今回は4。C）で行
い，ΩUSQ　G－32の添加量は20　mgとした．またその抽出
にはethano1－0．5　N　HC1（3：1，　v／v）を用いた．本法によ
る1251一グルカゴンの最終回収率はda瓜aged　fractionの
比率にもよるが約50％と良好であり，RIA用として純度
の高い標識グルカゴンを得ることが出来た．
　b）PEGとの反応時間および温度の影響：PEG添加
後5～60分間にわたり，冷浴中および20℃でB／T％の変
化 検討した．
　Fig．6に示すごとく，抗体を加え．ない非特異反応は，冷
浴中あるいは20。C中，いずれも5～60分の間でBIT％は
5～7％とほぼ一定値を示した．一方Bo％も冷浴中では時間
経過と共にわずかに上昇するが，200Cでは15分を過ぎる
とBo％は次第に低下した．　したがってPEGと抗体結合
1251一グルカゴンとの反応は極めて短時間内に完了するもの
と考えられるが，反応時間は一応30分間と定めた．PEG
操作は20。Cでは時間の経過と共にB／T％の低下が起こる
から，常に低温下で実施する必要がある．
　c）血清またはγ一910bulin添加の影響：PEGにより
抗体結合1251一グルカゴンを沈殿させるためにはγ一910bulin
（γ一G）の存在が必要である8）．したがって血清あるいはγ一G
の添加が1251一グルカゴンの沈殿にどのように影響するか
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2．PEGによるF／B分離法・その他測定上の反応
　　諸条件について
（1＞FIB分離の条件について
　本反応系においてPEGによるFIB分離の最：適の条件
を得るために，次の諸点について検討した．この場合の膵
グルカゴン抗体としては30Kを用いて実験を進めた．
　a）PEG濃度の影響：PEGの最終濃度25～25．0％の
範囲で検討した．Fig．5に示すごとく，　PEGの最終濃度
を増すにつれてB／T％は次第に増加はするが（Bo％は標
準グルカゴンOP9を意味する），この場合PEGによる粘
稠度も増加し，かつ抗体を加えない非特異結合も大きくな
るところから，25％前後（最終濃度で12．5％前後）のPEG
を用いることが適当と考えられた．
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を検討した，
　Fig．7に示すごとく，bovineγ一Gでは2．5～3．01ng／tube
（2m4）．の添加によりBo％と非特異結合との差は最大に達
した．一方ヒト・プール血清を用いる時は，0．2～0．3m4／
tube〔2　m6）の添加でその差は最大となった．したがって
今回の測定系では検体（血漿）0．1m4に対して，第1反応
終了後にヒト・プール血清0．1m6（5倍稀釈として0．5　m6）
を加えることにより，全体としてα2m4の血清が含まれ
る様に設定した．
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　d）pHの影響：PEGを0．2　M　glycine　b雌erに溶解
した後pHを6．8～9．8となるように調整してpHの影響
を観察したが，この範囲内においては非特異結合および
Bo％はほぼ一定で変化は認められなかった．したがって
PEGは0．2　M　glycine　bu任er（pH　8．8）に溶解して用いる
こととした．
　e）遠沈時間とその温度の影響＝4℃で遠沈操作を行
うと，そのBo％はほとんど変化を示さず安定であったが，
20。Cでこれを行うと，時にはB。％の低下が認められた．
また遠沈時間は3000r．p．m．で30～40分間行うことにより
沈殿は強固となり，decantationしても支障のない状態を
示した．
（2）第1反応時間について
　1251一グルカゴンと30K抗体（最終濃度1：40，000）との反
応時間を検討した．
　Fig．8に示すごとく，抗体を加えない非特異結合は24～
120時亀目までにわずかに上昇を示したが，抗体を加えた
ものでは標準グルカゴンがOpg／m6〔Bo）および400　pg／m6
のいずれの場合にも72～96時間でほぼPlateauに達し
た．したがって第1反応時間は72時間と定めた．この点
An量body乙dded
【ロnlヨbg開edglu‘ヨ9。n
OPヴml［
Anhbody轟djed
【unl日b劇1已dglロに日gon
40Gp91mD
No　anヒibody
O
O　　　　　　　　24　　　　　　　　48　　　　　　　　72　　　　　　　　96　　　　　　　　120hrs．
　　　　　　I　ncロbation　τime
Hg．8　Effect　of丘rst　incubation　time　on
　　　　1251－glucagon　precipitation．
（3）標準曲線について
　Fig．9に30　K抗体（1：40，000）を用いて作製した標準曲
線を示したが，標準グルカゴン濃度50～1，600P9／1n4の間
で良好な直線関係が得られ，測定下界は25pg／m4であっ
た．またK964抗体（1：10，000）についてもほぼ同様の結
果が得られた．
　　BIBo馬
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急
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奉
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婁
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と
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Fig．9　Standard　curve　for　glucagon
　　　　lmmunoassay・
（4）再現性について
1600
　グルカゴン濃度の異なる4種類の血漿サンプルについて
同一測定系内における変動を検討したが，Table　1（a）に
示すごとく30K抗体を用いた場合のB／B。％の変動係数
は5％以下と良好であり，K964抗体でも全く同様の結果
が得られた．
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　次に別の4種類の血漿サンプルについて連続して3回測
定を行い，測定系間の差異・変動を検討した．Table　1（b）
1こ示すごとく，この場合の変動係数は7．1～21．1％を示
した．
　Table　l　Rゆブ。磁6∫∂疏ツ（ゾ疏θα∬のτσ加π
　　　　　　妙μfθ4’oμα5ηzα
（a）　Reproducibility　of　intraassays
Sample
A
B
C
D
No． BIB。％
〔M±SD．）
C．V．
（％）
87，6±2．9
83．1±3．1
54．5±2．1
48．6±13
3．3
3．7
3．9
2．7
205
pg／m4以下のグルカゴン濃度では実測値は理論値よりも
やや低値を示した．一方500pg／m4以上では逆に高値を示
す傾向が認められたが，通常の測定においては十分満足出
来る結果と考えられた．
（6）膵グルカゴン抗体30KとK964の抗体力価の比較
　それぞれの抗体の最終濃度を1：10，000として標準曲線
を作製した．その結果Fig．11に示すごとく，30　K抗体は
K964抗体に比較してかなりの高力価（約4倍）を有するこ
とが明らかとなったので，以下の臨床および動物実験にお
いては30K抗体を用いることとした．
BIT％
70
（b）Reproducibility　of　interassays
6D
Sample
a
b
C
d
No。 P9／m4
（M±SD．）
C．V．
（％）
112±8
128±27
148±28
190±：30
7．1
21．1
18．9
15．8
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Fig．10　Recovery　of　unlabelled　glucagon
　　　　added　to　plasma．
（5）回収率について
　Fig．10に示すごとく，回収試験では添加する標準グル
カゴンを25，50，100，200，400pg／m4とした時の回収率は
それぞれ96．0，86．7，80．0，86．7および！00．0％を示し，500
　0　　100　鋤　　　　　400　　　　　　　　　　　　脚　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　1伽
　　　　　　　　　UnlabeUe口Gmcaqon　l　pg　lm口
Fig。11　Comparisoll　of　glucagon　standard
　　　　curve　by　means　of　30　K　antibody
　　　　with　that　of　K　964　antibody．
B．臨床および実験的研究
　前述のRIA法を利用して，臨床的には最近グルカゴン
の分泌異常が注目されている一次性糖尿病患者と，二次性
糖尿病を頻発する肝疾患患者をえらび，その血漿グルカゴ
ン（immunoreactive　glucagon：IRG）動態を観察した．
さらに動物実験的にはstreptozotQcin糖尿病ラットと
CC14肝障害ラットを作製し，その血中IRGの変動につき
検討を加えた．
実験方法
　　　　　　　　　1，臨床実験
（1）対　　象
　症例は一次性糖尿病患者104名（男51名，女53名，年
齢19～85歳，平均55．2歳）で，治療内容別には食餌ないし
経口糖尿病剤による治療群79名，インスリン治療群25名
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である．肝疾患患者は55名（男45名，女10名，年齢19～
65歳，平均40・8歳）で，病態別には肝硬変症14名，慢性
肝炎28名，急性肝炎8名および脂肪肝5名である．これ
に正常対照群20名（男13名，女7名，年齢25～76歳，平
均43．2歳）を設けた．
②　測　定　法
　a）血漿採取法＝早朝空腹時に血液1m4当りTrasylo1
500U，　EDTA　（ethylenediaminetetraacetic　acid　di－
sodium　salt）1．2mgを含む試験管に採血して十分に混和後，
すみやかに4。Cで血漿を遠心分離して測定時まで一20。C
で凍結保存した．なお測定は2カ月以内に行った．
　b）アルギニン負荷試験：糖尿病10名，肝疾患8名
（慢性肝炎9名，脂肪肝1名）および対照8名を選んでアル
ギニン負荷試験を行った．
　アルギニン（10％塩酸塩300m4，栄研化学）は早朝空腹
時に30分間かけて点滴静注し，開始前，開始後10，20，30，
40，50，60分目に対側の肘静脈より採血し，前述のごとく
血漿を得て測定に供した．
　c）血糖測定：血糖は0－toluidine棚画法9）セこより測
定した．
2．動物実験
Table　2　施5励g’配oo45π9αrαノz4μα5’ηα
　　　　　9♂πごαgo箆Z8τβZ5　fπρ碗ガ87z彦5τ瞬1z
　　　　　読αう8彦85班β躍如5α7z4勿2zoηπα♂
　　　　　ooπ”一〇♂5（M±S．D．）
Subjects（No．）
Normal　control
Diabetes　mellitus
FBS≦100　mg
（20）
（104）
（19）
100mg＜FBS≦150　mg
　　　　　　　　　（58）
FBS＞150　mg　　　　（27）
mean　　FBSage@（mg／
（yrs．）100m4）
IRG
（P9／m4）
43．2　　　89±10　　　77±29
（25－76）
552　　145±57＊　137±49＊
（19－85）
94±　6　　119±36＊
127±15＊　138±49＊
217±66＊　148±57＊
（1）Streptozotocin糖尿病ラットの作製
　Junodら10）に従いstreptozotocin（STZ，　Upjohn　Lab）
を用いてラットに実験糖尿病催起をはかった．すなわちウ
イスタ一系雄ラット（体重300～350g）に頸静脈よりSTZ
55mg／kgを注射し，7～10日目に尿糖が陽性であることを
確認した上で実験に供した．
（2＞CC14肝障害ラットの作製
　ウイスター系雄iラット（体重150～200g）を用い，　CCI4
をオリーブ油に等：量混合したものを2m4／kgずつ週2回，
約2．5ヵ月間，計20回にわたって皮下注射した．対照ラッ
トにはオリーブ油1m4／kgのみを同様に皮下注射した．
（3）アルギニン負荷試験
　前述の処置ラットを16時間絶食後ウレタン（0．59／kg）
麻酔を施し，アルギニン400mg／kgを頸静脈より注射して
対側頸静脈より注射前，注射後1，3，5分目に採血し，血
漿試料を得た．
実験成績
1．　糖尿病について
FBS：　fasting　blood　sugar
IRG：immunoreactive　glucagon
Asterisks　show　a　signi丘cant　difference　from
controL　＊P〈0．001
した．このさいの血糖値は対照群89±10mg／100　m4に比
べ，糖尿病群は145±57mg／100　m4と高く，この間にも有
意の差異（p＜0．001）が認められた．
　そこで糖尿病群をその空腹時血糖（fasting　blood　sugar：
FBS）を指標として，　FBS≦100　mg群，100　mg〈FBS≦
150mg群およびFBS＞150　mg群に分けてそのIRGを
観察すると，それぞれ119±36pg／m4，138±49　pg／m4，
148±57P9／m4と血糖値の上昇に平行してIRGの上昇が
認められ，特に血糖値が対照群と差異のみられないFBS≦
㎜
＝…
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0
Arginine　l　n「usion
ゆ■
Diabetics
｛N＝10［
Contro【
くN＝8｝
（1）臨床実験
　a）糖尿病患者の空腹時IRGについて：Table　2に示
すごとく，糖尿病群の空腹時IRGは137±49　pg／m4と対
照群の77±29pg／m6に比べて有意の上昇（p〈0．001）を示
　　　O
Fig．12
　10　　　20　　　30　　　40　　　50　　　60min，
Changes　of　plasma　glucagon　during
and　after　arginine　infusion　in　patients
with　diabetes　mellitus　and　in　nQr皿al
controls（M±SD．），　Asterisks　show　a
significant　difference　from　contro1．
＊p＜0．05　＊＊p＜0．01
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100mg群においても血中IRGは有意の上昇（P＜0．001）
が認められた．
　b）糖尿病患者におけるアルギニン負荷によるIRGの
変動：Fig．12に示すごとく，糖尿病群の血中IRGはア
ルギニン負荷前114±41pg／m4に対し，負荷後は10分目
から急速に上昇して30分目には415±226pg／1n4と最高
値｝こ達した．一方対照群のIRGは負荷前76±34　pg／m4
に対し，負荷後は同様に10分目から上昇して，30分目に
最高値250±62pg／m4を示した．両群の血中IRGを比較
すると，アルギニン負荷前にも糖尿病群では上昇傾向を示
すが，負荷後にはすべての時点で対照群に比べて有意の上
昇を示した．
（2）動物実験
　以上の結果をSTZ糖尿病ラットについて検討した．
　a）STZ処置ラットの空腹時IRGについて＝Table　3
に示すごとく，STZ群の空腹時IRGは105±33　P9／m4と
対照群での123±37pg／m6に比べて有意の差異を認めな
かった．このさいの血糖値はSTZ群においては291±62
mg／100　m4と対照群の186±24　mg／100　m4に比べて有意
の上昇（p＜0．001）を示した．STZ群を血糖値250　mg未
満群と250mg以上群に分けて比較したが，両群の空腹時
IRGには差異を認めず，むしろ高血糖群でIRGは低下傾
向を示した．
Table　3　Fα5∫加g配oo45z‘gαrαπ諺μα5ノπα
　　　　　gJ2κα90π♂8η8」∫勿∫々’ゆ’OZOオ0ご加
　　　　　加4‘κ84回目うα此7エZ’∫αη4fη‘0π．
　　　　　オ7層。♂7層α’5（M±S．D．）
10DO
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Fig．13　Changes　of　plasma　glucagon　after
　　　　　arginine　administration　in　strepto－
　　　　　zotocin　induced　diabetic　rats　and
　　　　　in　control　rats（M±S．D．》Asterisks
　　　　　show　a　signi丘cant　difference　from
　　　　　control．　＊P＜0．01
も負荷前のIRGは対照群のそれとの間に有意の差異を認
めなかった．しかし負荷後に急速に上昇したIRGについ
ては，1分目においてすでに有意の差異（p〈0．01）を示し
た．すなわちSTZ群ではアルギニン刺激に対して血中
IRGは過剰反応を示した．
Subjects　（No．）
Control　rat　　　（11）
Diabetic　rat　（12）
　FBS〈250　mg（4）
　FBS≧250　mg（8）
　FBS
（mg／100　m4）
IRG
（P9／m4）
2．　肝障害について
186±24
291±62＊
235±12＊
320±57＊
123±37
105±33
125±20
95±35
FBS：　fasting　blood　sugar
IRG：immunoreactive　glucagon
Asterisks　show　a　signi丘cant　difEerence　fro皿
contro1　　＊　p＜0．001
　b）STZ処置ラットにおけるアルギニン負荷による
IRGの変動：Fig．13に示すごとく，　STZ群のIRGは
アルギニン負荷前128±62pg／m6に対して負荷後は1分
目から急速に上昇し，3分目に最高値611±463pg／m4を
示した．一方対照群では負荷前119±46pg／m4に対し，負
荷後は同様に3分目に最高値321±101pg／m4を示した．
両君のIRGを比較すると，　STZ群ではこの場合において
（1）臨床実験
　a）肝疾患患老の空腹時IRGについて：Table　4に示
すごとく，肝疾患群の空腹時IRGは141±94　P9／m4と対
照群の77±29pg／m6に比べて有意の上昇（p＜0．001）を示
した．このさいの血糖値も肝疾患群においては102±33
mg／100　m4で，対照群の89±10　mg／100　m4に比べて有意
の上昇（pく0．01）を認めた．
　これを病態別にみると，急性肝炎100±35pg／m4，慢性
肝炎130±63pg／m4，脂肪肝135±46　pg／m6，肝硬変190±
152pg／m4を示し，急性肝炎では対照群に比較してやや上
昇傾向を示すに止まるが，慢性肝炎，脂肪肝および肝硬
変ではいずれも対照群との間に有意の上昇（それぞれp＜
0・001，p＜0．01およびp＜0．01）を示した．一方血糖値は肝
硬変で最も高値を示す傾向が認められた．
　b）肝疾患患者におけるアルギニン負荷によるIRGの
変動：Fig．14に示すごとく，肝疾患群のIRGはアルギ
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ニン負荷前138±97pg／m4に対し，負荷後は10分383±
125pg／m4，20分508±186　pg／m4，．30分543±182　pg／m4
40分443±252pg／m4，50分351±260　pg／m4，60分271±
180pg／m4と著明な上昇を示し，対照群に比べて10～40分
目の間ではいずれにも有意の差で上昇が認められた．
②　動物実験
　a）CC．14処置：ラットの空腹時IRGについて＝Table　5
Table　4施5あη9うZOO45μ9α7’απゴρZα5η3α
gZπ6α90ηZ8ロθZ3歪πノ）α々6η’5τσ髭ん
Zf7θ7－4ガ502層48rαπζJ　z’ππOrノπ6zZ　60η一
彦roZ5（M±S．D．）
Subjects（N。．）
Normal　control（20）
Liver　disorder　　　　（55）
　Acute　hepatitis　（8）
　Chronic　hepatitis（28＞
Fatty　liver
Liver　ci．rrhosi．s
（5）
（14）
meall　　FBS　　　IRG
age@（皿9／　　（P9／mの
（yrs，）　100m4）
に示すごとく，CCI4肝障害群の空腹時IR．Gは449±330
pg／m4と著明に上昇し，対照群の220±50　pg／m4に比べ
て有意の上昇（p＜0．005）を示した．このさいの血糖値は
CCI4群118±25　mg／100　m4，対照群124±14　mg／100　m4
と両群間には差異を認めなかった．
　b）CCI4処置ラットにおけるアルギニン負荷による
IRGの変動；Fig．15に示すごとく，　CCI4肝障害群の
IRGはアルギニン負荷前212±127　pg／m4に対し，負荷後
は1分655±233pg／m4，3分573±148　pg／m4，5分593±
210P9／m6と著明に上昇し，　STZ糖尿病ラットの場合と．は
異なり，1分目に最高．値を示した．一方対照群における
IRGは負荷前105±26　P9／m6に対し，負荷後は！分249±
99pg／m6，3分319±117　pg／m4，5分284±80　pg／m4を示
43．2
（25－76）
89±1077±29
40．8　　102±33＊　141±94＊＊
（19－65）
Table　5　施5彦ガπgうZoo45z69αノーα．η4ρZα5’πα9♂z4－
　　　　　　　6αgoηZ8τ，．6Z5　fπCα4一’7唖8α擁7’α’5α2z4
　　　　　　　ガηo傭プ。♂2一偽（M±S．D．）
97±21　　　100±：35
96±！4　　130±63＊＊
Subjects（No．）
91±13　　135±46＊．
120±60　　　190±152＊
Control　rat　　　　　（18）
CCI4－treated　rat（19）
　　FBS
（m．g／100　m4）
　IRG
（P9／m4）
124±14
18±25
200±50
449±330＊
FBS＝　fasting　blood　sugar
IRG：immunoreactive　glucagon
Asterisk．s　show　a　signi丘cant　difEerence　fro皿
co．ntrol　＊Pく0．01　＊＊P＜0．001
FBS：　fasting　blood　sugar
IRG：immunoreactive　glucagon
Asterisks　show　a　signi五cant　difference　from
contro1　＊P＜0．005
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し，3分目に最高値に達した．CCI4群ではアルギニン負荷
前におけるIRGは対照群に比べてすでに有意の上昇を示
し，負荷後1～5分目のいずれの時点においても有意の上
昇が認められた．
総括ならびに考按
　以上において，まず血中膵グルカゴン測定のために問題
となってきたRIA法に関する基礎的な検討を加え，　poly－
ethyleneglyco1を用いる1抗体法によるグルカゴンの
RIA法を確立した．
　従来膵グルカゴンの血中濃度測定が困難であった理由と
しては，その抗体産生の困難性もさることながら，膵グル
カゴンにのみ反応する特異抗体を得ることが容易でなかっ
たことを第Rこ取り上げることが出来る．すでに血中には
グルカゴン抗体と交叉反応を有する腸管由来のグルカゴン
（GLI）の存在が知られており2・3），そのために膵グルカゴン
のみを分別測定することは不可能であった．この点につい
ては最近Ungerら2），　Hedingら3）がGLIとはほとんど
反応しない膵特異抗体の作製に成功して以来，この抗血清
の応用がほぼ問題を解決したとみることが出来る．
　しかし血中グルカゴンのRIAによる測定条件に関して
は，なおこれまで重要な問題として標識グルカゴンの作製
をはじめ多くの問題が残されて来た．すなわち，chloramin
Tによる標識法を用いると，その酸化作用のために十分に
比放射能が高く，かつ免疫活性を良好に保つ1251一標識グル
カゴンの作製は極めて困難であった．これまで標識ホルモ
ンの純度を示す指標としては，Bersonら7）によって考案
されたhydrodynamic　electrophoresisを用いて，いわ
ゆるdamaged　hQr皿oneの占める割合の少ないものを得
る方法が試みられて来た．
　これらの点から著者らはさきにもその一部の基礎的検討
結果を報告4）したが，まずchloramin　Tの添加：量とその
反応時間についての検討を行った結果，sephadex　G－10カ
月ムで精製後の125工一グルカゴン分画中に含まれるdalna－
ged　fractionの比率はhydrodynamic且ow上では明ら
かにchloramin　T濃度に平行して増加し，40μg添加に
おいては約40％のdamaged　fractionが検出された．こ
のことはchloramin　T濃度を可能な限り少量にする必要
性を示すものであるが，その結果は当然比放射能の低下を
．もたらすことになる．これらを勘案した本研究の結果にお
いて標識に用いるchloramin　T濃度は20μ9であること
が望ましいと結論された．一方またchloramin　Tとの反
応時間についても時間の経過と共にdamaged　fraction
の比率は増加することを明らかにし，30秒を越えること
は望ましくないことから反応時・間は15～20秒の間に一定
した．
　以上の条件下に得られた1251一グルカゴンの比放射能は
100～160皿Ci／mgとやや鋸南ではあるが，測定上には特別
の支障を認めなかった．
　しかしこの様にmildな標識条件を用いても毎回の標識
時に生ずるdamaged　fractionの比率は必ずしも一定と
はならず，さらにその純度を高める必要性が認められたの
で，Holohanら6）のmicro丘ne　silica（Ωuso　G－32）法を
応用して再精製を試み，その結果再精製後のdaInaged
fractionの比率は常に数％以内に止めることが出来，か
つ再精製操作によっても免疫活性には全く変化を認めな
かった．この点からΩuso　G－32による再精製法はグルカ
ゴンのRIA上極めて有用であることを明らかにして別に
発表した5）．
　ところで前述のdamaged　fractionの比率と標識のさ
いに起きる免疫活性の低下とはグルカゴン測定のさいには
関係がないとする島ら11）の意見もあり，同時に免疫活性の
低下はDMSO（dilnethyl　sulfoxide）を加えることによっ
て防止し得ると述べているが，著者らの結果でもdamaged
fractめnの比率と免疫活性がしぼしば相関しないことをみ
ているが，DMSOの添加は必ずしも島らの言うほどには
良好な結果を示さなかった5）．この点は今後の研究課題で
あろう．
　次にPEGを用いたFIB分離法について検討した成績に
ついて考察を加える．
　グルカゴンにおいても他のペプタイド・ホルモンと同様
に種々のFIB分離法が試みられている．2抗体法12・13）は
結合型（B）分離法として最も代表的なものであり，インス
リン等に多用されているが，グルカゴンは反応中に分解を
うけやすいことが知られており14），これはTrasylolを加
えても完全には阻止出来ない．したがって反応時間の短縮
に配慮しなければならないし，第2抗体が必要であること
からも実際的にはほとんど用いられていない．一方遊離型
（F）分離法としてはdextran－coated　charcoa1法15，16），talc
法17），cellulose法18）等についての発表があり，それぞれ
に簡便で有用な利点があげられてはいるが，グルカゴンは
標識時に免疫活性の低下する点がとくに問題で，そのため
に比放射能を高く出来ない事情下にある．したがって遊離
型分離法を用いる時には必然的に総カウントを少くする必
要性が出て来る．またこれら吸着法の欠点として蛋白濃度
の影響が大きいことも無視出来ない19）から，これらの点を
考慮して本研究においては結合型分離法としてのPEG法
について検討を加えた．
　PEGはすでに血清蛋白分画法，なかでもγ一globulin
分画法の一つとして知られている．Harringtonら2。）は
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これを抗原抗体複合物の沈降に用い，Desbuquoisら8），
Creightonら21）によりペプタイド・ホルモンのRIAに応
用された．しかしPEGの蛋白沈殿作用の機序は明らかで
はなく，Kaldorら22）は蛋白結合水分子の除去，あるいは
その配列変化が不溶化の理由であろうとしているが，蛋白
の荷電状態やpHの影響も大きいとされている23）．
　PEGによる抗体結合125工一グルカゴンの沈殿においては
carrier　proteinとしてγ一Gの存在が必要である．今回の
成績では血清0．2～0．3m6の添加でBo％と，非特異結合と
の差はほぼ一定となった．したがって検体として患老血漿
0．1m4を用いることから，第1反応終了後に5倍稀釈プー
ル血清0．5m4を加えることによって全体の血清量が0・2
m4となるようにして測定を行った．またプール血清を加
えることにより個々の血漿の質的内容，たとえばγ一G濃度
等を一定にする効果もある．PEG濃度はその粘稠度を考
慮して25％PEG溶液を用い，その上での吟味によって最
終濃度12．5％となる様に用いることが最適と考えられた・
この点については大根田ら24）も同様の成績を報告して
いる．
　PEGと抗体結合1251一グルカゴンの反応は瞬間的におき
る様であるが，成績の安定を図るために反応時間を30分
聞とした．この操作は常に低温下で行うことが必要であ
り，室温20℃ではB／T％の低下が認められた．また遠沈
は3，000r．p．m。，30～40分でその沈渣は強固となりdecan－
tationが可能である．なおPEGの沈殿作用に対するpH
の影響については0．2Mglycine　b誼er（pH　8．8）で溶解
する限り分離能の低下は認められなかった．
　以上の条件下に再現性を検討すると，同一測定系内での
変動は極めて少なかったが，同一検体を連続3回測定する
と，変動係数（C．V．）の上では最大20％程度の成績が得ら
れた．また回収試験では添加標準グルカゴンが500pg／m4
以下の範囲では実測値は理論値よりもやや三値を示し，
500pg／m4以上では逆に高値を示した．しかし，一般には
500pg／m4以下の場合がほとんどであるから，これらの基
礎吟味の結果を念頭におけば十分満足し得るものと考えら
れた．この点についてはHenquinら25）も大体同様の結果
を得ている．
　以上のごとく，膵グルカゴンの1抗体法によるRIA法
を吟味設定し，これを糖尿病および肝疾患について臨床的
ならびに動物実験的に応用したので，得られた知見につい
て考察を加えたい．
　まず糖尿病患者104名について血中グルカゴン値を測定
すると，早朝空腹時IRGは明らかに対照群よりも高値を
示し，かつ血糖値の上昇に平行して血中IRGも上昇を示
した．
　糖尿病がインスリンの絶対的ないし相対的不足によって
生ずる病態であることはすでに明らかにされているが，グ
ルカゴンの測定が可能となるにつれてその役割がまた次第
に重要性を増す段階にある．これまでは糖尿病の空腹時
IRGが有意に上昇するとの報告26・27）もみられる一方，対
照との間に差異を認めないとするものや28・29），逆に減少傾
向30）を示すとするものがあって一定していない．しかし
今回の著者らの検討結果からすれば，糖尿病では高血糖が
存在するにもかかわらず血中IRGは上昇を示していた．
この点から本病態を考えると，ブドウ糖によるグルカゴン
分泌の抑制機序にも異常があるものと推論される．
　一方これをアルギニン刺激によって検討すると，糖尿病
ではIRGの過剰反応がみられた．すでにこのことは他に
も報告28，31）されていることであり，また糖尿病性アシドー
シスのさいには著明な高IRG血症がみられるとされてい
る32）から，糖尿病ではグルカゴンの分泌充進のあること
は明らかである．
　さらに今回は実験的にSTZ糖尿病ラットについてIRG
を測定したが，空腹時IRGは対照ラットとの間に差異を
認めず，その高血糖群ではむしろ血中IRGは減少傾向を
示して臨床成績とは一致しなかった．しかしアルギニン刺
激を施すと臨床実験同様にIRGの過剰分泌が観察された．
　動物実験の上でAmherdtら33）は空腹時IRGに関して
は重症ケト・アシドーシスを示す段階ではじめて血中IRG
の上昇を認めたとしているから，臨床例とはその病態を異
にするものとみるべきであろう・
　以上を要約すると，糖尿病態においては，臨床的にも動
物実験の上でも，高グルカゴン血症の存在することは明ら
かと言える。Ungerら34）は糖尿病の成因としてbihormo－
nal　abnomality　hypothesisを提唱し，インスリンと
グルカゴンの相互関係の重要性を説いている．すなわちグ
ルカゴンの存在なUこは高血糖は起こらず，インスリン濃
度との関係においてその程度が規定されようと述べている
が，いずれにしても一次性糖尿病における本ホルモンの役
割・意義は極めて大きいものと考えられる．今回はその病
態生理学的意義や本症の成因的役割についての詳細な検討
は出来なかったが，その面にわたる解析を目的に臨床的な
らびに動物実験的研究を継続中である．
　次いで肝疾患患者においてはしばしば耐例言異常がみら
れるところがら，肝疾患におけるグルカゴンの血中動態を
知ることは，肝性糖尿病の本態究明ぽかりでなく，一次性
糖尿病の病因を考える上にも有用と考えられる．その点か
ら今回はまず臨床的に種々の肝疾患患者55名について空
腹時血中IRGを測定したが，対照群に比べて有意の上昇
を示し，このさいの血糖値にも軽度ではあるが有意の上昇
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が認められた，さらに病態別にこれをみると，急性肝炎で
は上昇傾向を示すに止まったが，慢性肝炎，脂肪肝および
肝硬変症ではいずれも有意の差異を示し，中でも肝硬変症
では最も高値を示した．
　これをアルギニン刺激試験の上からみると，血中IRG
の上昇反応は対照群に比べて肝障害群の方がより著明で
あった．
　一方ラットにおけるCCI4肝障害実験によってこれを対
比したが，空腹時IRGは対照群に比べて有意の上昇を示
し，血糖値には対照群に比較して著しい差異はみられな
かった．アルギニン刺激反応の上からみても，肝障害群は
負荷前においてすでに血中IRGが対照群よりも有意の高
値を示し，アルギニン負荷後には1分目から速やかに著明
な上昇が認められた．
　肝疾患時の血中グルカゴンの変動については，金山ら35），
Marcoら36）は肝硬変症においてアルギニン負荷により血
中IRGが有意の上昇を示したと報告し，慢性肝炎37）でも
同様の報告がみられている．今回の成績は一応空腹時IRG
のみについて調べたが，病態によってはなおかなり異った
態度を示すことが推測される．
　肝硬変症におけ’る血中IRGの過剰反応の原因としては，
肝実質細胞の機能低下や門脈大循環路の形成によるグルカ
ゴン分解能の低下36β8）が主要な原因と考えられているが，
グルカゴン分泌をひき起こす作用をもつアミノ酸の血中上
昇38），あるいは膵α細胞のブドウ糖利用障害36）等も関係
があろうと推論する向きがある．同時に肝疾患ではしばし
ば高インスリン血症もみられるが，これには肝におけるそ
の分解能の低下ばかりではなく，膵β細胞の分泌充進も原
因の一つであろうとされており39），グルカゴンの場合にも
何らかの機序でその分泌充進が起こっている可能性を否定
出来ないものと考える．
　今回はアルギニン刺激試験を各種の肝病態について実施
するまでにいたらなかったが，この点に関しては今後の継
続的な研究によってその機序の解明を期待したい，
　なお剛性糖尿病でみられるインスリン抵抗性をめぐって
は種々の抗インスリン因子が考えられているが，たとえば
成長ホルモン，副腎皮質ならびに髄質ホルモンをはじめ多
くのホルモンが抗インスリン作用を示すことはよく知られ
ていることであり，中でもグルカゴンはその点で最：も重要
な役割を果たすものと推測されている．今回も高グルカゴ
ン血症が糖代謝異常との間に密接に関係することが裏づけ
られたが，文献的にも耐糖能異常のみられる肝硬変症にお
いてアルギニン刺激試験はより著明に血中IRGの上昇反
応を示すことが報告35）されており，教室における最：近の
知見40）でも各種肝疾患に対して経口的にブドウ糖負荷試
験を行うと，耐糖能異常群ほど明らかに高グルカゴン血症
がみられているから，肝疾患における糖代謝異常とグルカ
ゴン分泌異常とは密接な関係下にあるものと推測される．
結 論
　膵グルカゴンの血中濃度測定とその病態生理学的意義を
明らかにすべく，基礎的にそのradioimmunoassayに関
する基本条件の検討を行った．続いて確立されたassay
系を応用して臨床的ならびに動物実験的に検討して，以下
の結果を得た．
　1．血中IRG測定法の確立に関連してグルカゴン標識
時のchloramin　T濃度とその反応時間を検討し，極めて
mildな標識条件が必要であることを明らかにした．さら
にmicro丘ne　si！ica（Ωuso　G－32）を用いて再精製を行う
ことにより純度の高い標識グルカゴンを効率的に得ること
を明らかにした．
　2．Polyethyleneglyco1を用いるF／B分離法について
その条件を検討し，再現性，回収率の上で共に満足出来る
成績を得た．本法は簡便性，経済性のほかに反応時間短縮
等の利点からグルカゴンのRIA測定への応用価値が大き
い．これらの知見を総合して血中グルカゴンのRIA法を
確立し，臨床的・動物実験的応用を試みた．
　3．本法の臨床応用によると糖尿病のさいにはその空腹
時IRGは有意の上昇を示し，アルギニン負荷により過剰
反応を呈することを認めた．またstreptozotocin糖尿病
ラットについて，これをみると，空腹時IRGは対照ラッ
トとの間に差異を認めなかったが，アルギニン刺激では臨
床実験と同様に有意の上昇反応を示した．
　4．肝疾患においてもその空腹時工RGは有意の上昇を
示し，アルギニン負荷では著明な高反応を認めた．CCユ4
肝障害ラットの空腹時IRGも対照ラットに比べて有意の
高値を示し，アルギニン刺激により有意の上昇を認め，臨
床成績との間に一致を示した．
　5．以上より，糖尿病では絶対的ないし相対的なグルカ
ゴン分泌過剰状態の存在が推測され，またこの点は肝障害
時においても同様であった．これらの現象については糖代
謝異常ならびにそれに関連する種々の病態生理との間に密
接な関係があるものと考え考察を加えた．
　稿を終えるにあたりご懇篤なるご指導ご校閲を賜った和
田武雄教援に深謝致しますと共に，種々ご教示ご助言をい
ただいた大原弘通助教授に感謝致します．
　本研究の一部は文部省科学研究助成金（和田）の補助に
負うた．　　　　　　　　　　　　　　（昭和51．9．7受理）
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